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摘  要 
双组分信号转导系统（Two component signal transduction system，TCS）由组
氨酸激酶蛋白和对应的反应调控蛋白组成，是细菌中普遍存在的高效且重要的信






物乳杆菌中 YycG 同源蛋白的酶活核心区域，然后解析了 YycG 蛋白在两种不同
构象状态下的晶体结构。发现在活性状态结构中的两个 CA 结构域都含有 ADP
分子，并且其中一个 CA 结构域移动到了自磷酸化位点保守组氨酸的附近，同时
与其相关的 DHp 结构域中 α1 螺旋束发生了约 25.7˚的弯曲，使得 ADP 分子和组
氨酸残基相互靠近保证了自磷酸化反应能够发生；另一个 CA 结构域远离 DHp
结构域，与其相关的 DHp 结构域中的 α1 螺旋束则保持平直，导致 ADP 分子与
组氨酸残基的距离变大。在非活性状态结构中，两个 CA 结构域都没有结合 ADP，
并且都远离保守的组氨酸残基，整体是以 DHp 为中心的对称形状；同时 DHp 结
构域的四条螺旋束都是平直状态。我们通过 ITC 实验分别测定了 YycG 蛋白与
ATP、ADP 和 AMP 分子的结合强度等特征参数，测出与 ATP、ADP 的结合强度
在 200-400 uM 的范围。除此之外，还运用分子动力学模拟的研究方法，对 DHp
结构域在活性状态下发生的弯曲现象进行了模拟和分析，所得结果与我们提出的
DHp 结构域中 α1 螺旋束的弯曲模型相一致。我们的结果表明，YycG 蛋白非活




















Two-component signal transduction system (TCS), consisting of a histidine kinase 
and its cognate response regulator, is an important and efficient signaling pathway in 
bacteria. YycFG TCS is highly conserved and specific to several low G+C Gram-
positive bacteria，among which there are a number of important pathogens, including 
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae and Enterococcus faecium. YycFG 
TCS is essential for cell wall metabolism, biofilm formation and antibiotic resistance. 
But the mechanism of YycFG medicated signal transduction remains abscure. Here, we 
report two different crystal structures of YycG （370-610） protein in active state and 
in inactive state. The active state structure of YycG is bound with ADP in the active 
pocket. One CA domain moves to the conserved histidine on the DHp domain, while 
α1 helix of the DHp domain that contains the histidine is bending toward the CA domain 
to lead to a close contact of histidine and ADP. Another CA domain in the active state 
structure remains further away from histidine even though there is also ADP ligand in 
active site. Therefore, the active YycG adopts an asymmetric structure in presence of 
ATP. In contrast, YycG changes to an inactive conformation in absence of ATP. The 
inactive state structure is rather symmetric. Both CA domains are far away from DHp 
domain, which is exactly the same as inactive chain of the active state. Accordingly, all 
DHp helixes are straight. The binding of nucleotides with YycG quanitified by 
isothermal titration calorimetry experiment indicated ATP and ADP bind the CA 
domain at a similar affinity although both are at low affinity of 200-400 uM range. In 
addition, molecular dynamic simulation of the DHp domain supported an alternate 
bending model as we proposed recently. Together, our studies revealed active and 
inactive states of YycG structures that can be switched by ATP/ADP binding, in 
coordination with alternating DHp bends.  
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第一章  前 言 
1.1 细菌双组分系统 TCS 








影响[2]。双组分信号传递系统（Two component signal transduction systems, TCS）
是细菌中最为主要的信号传递系统。 
在 1986 年，科学家 Ninfa 和 Magasanik 在研究大肠杆菌氮调节蛋白时，首




据库（Microbial Signal Transduction database, MiST）中，已完成全基因组测序的
细菌有 2 588 种，总共包含了 143 673 种双组分系统，平均每个基因组含有约 55
种不同的 TCS 信号系统；已经完成全基因组测序的古细菌有 165 种，总共包含


















  第一章 前言 
2 
 
保守的调节结构域的反应调控蛋白（Response Regulator, RR）。HK 是双组分系统
信号通路的信号输入组分，它能够感应刺激信号并通过磷酸化对相应的信号通路
进行调节；RR 是双组分系统的信号输出组分，可以被对应的 HK 蛋白调控然后
使细胞对应激信号产生响应。HK 的自磷酸化发生在一个特定的组氨酸（Histidine）
残基上，产生的高能磷酸基团随后被转移到 RR 的特定天冬氨酸（aspartic acid）
残基上，导致 RR 的构象发生改变后激活 RR 并引起下游应激反应。HK 的自磷










图 1-1 双组分系统模式图[9] 
图 a 是典型的双组分系统，磷酸基团直接从 HK 保守的激酶核心区域（DHp 结构域和 CA 结
构域）转移到 RR 保守的信号接收区域（REC 结构域）；图 b 是非典型的“双组分”系统，在 HK





















由含有 RR 结构域的杂合（hybrid）HK 组成的双组分系统则非常少，比如在已知
的大肠杆菌的 30 个 HK 中只有 5 个 HK 是杂合的形式[12]。但是，已报道的真核
生物中的 HK 几乎完全是杂合形式的激酶，其中唯一的一个例外是拟南芥中的
ERS 蛋白[13]。另外，原核生物中的 RR 主要都是转录因子，但是只有一个已知的
真核生物的 RR 有 DNA 结合结构域[14]。尽管双组分系统在配置上有许多不同，
但是蛋白的结构和蛋白结构域模块的活性都是保守的，这就为通过对个别组分的
鉴定和研究来理解其他双组分家族成员提供了坚实的基础。 
1.1.2 组氨酸激酶（Histidine Kinase） 
典型的双组分系统中，感应器蛋白激酶 HK 感应外部刺激信号并通过磷酸化
反应将信号传递到 RR 蛋白上。与大部分的信号蛋白类似，HK 超家族蛋白的结
构模块包括多样性的信号感应结构域（Sensory domain）和保守的激酶反应核心
结构域（Kinase core）。激酶的整体活性是受输入到感应结构域的信号所调控。
HK 蛋白在激酶活性中心保守的组氨酸残基上进行 ATP 依赖性的自磷酸化反应，
然后将磷酸基团转移到对应的 RR 蛋白上；另外，还有许多的 HK 蛋白存在磷酸
酶活性，能够行使去磷酸化功能，将与其相对应的已磷酸化的 RR 蛋白的磷酸基
团去除[15-17]。 
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